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Einleitung 
 
1.1 Serosa 
 
Als Serosa (Tunica serosa) bezeichnet man alle vom Mesothel bedeckten serösen 
Häute, Pleura, Peritoneum und Perikard, die sich morphologisch nicht voneinander 
unterscheiden. Die Deckzellschicht stammt vom mesodermalen Zölomepithel ab und 
wird daher auch Mesothel genannt. 
Die Serosa besteht aus zwei Blättern. Mit einem parietalen Blatt kleidet sie die 
Körperhöhlenwand aus und mit einem visceralen Blatt überzieht sie das jeweilige 
Organ. Zwischen den beiden Blättern liegt ein kleiner Spalt, der mit einer serösen 
(eiweißhaltigen) Flüssigkeit gefüllt ist und Serosaspalt genannt wird. Der Serosaspalt 
ermöglicht es den Organen, bei einer Volumenänderung reibungslos innerhalb der 
Höhle zu gleiten. 
Mikroskopisch besteht die Serosa aus zwei Schichten: Lamina propria serosae und 
Lamina epithelialis serosae. Die Lamina propria besteht aus einer dünnen Schicht 
längs- und querverlaufender elastischer Fasern. In dieser bindegewebigen Eigenschicht 
befinden sich Ansammlungen von Zellen der Immunabwehr, die als Milchflecken 
(Macula lacteae) bezeichnet werden. Hier verlaufen auch Blut-, Lymphgefäße und 
Nerven. Die Lamina epithelialis besteht aus einem einschichtigen Plattenepithel und 
bildet als oberflächliche Schicht die Mesothelzellschicht, die an der Bildung seröser 
Flüssigkeit (Transsudat) beteiligt ist. Das Mesothel besitzt an seiner Oberfläche 
Mikrovilli, die der Resorption dienen.  
Mesothelzellen (epitheloide Zellen mesenchymaler Herkunft) sind polygonale Zellen 
mit glatter Oberfläche und mit ins Bindegewebe reichenden Zytoplasmafortsätzen. 
Zwischen den Mesothelzellen gibt es Poren, durch die Flüssigkeit ein- und austreten 
kann. Das Mesothel ist sowohl sekretorisch als auch resorptiv aktiv. Bei bestimmten 
Erkrankungen ist die Serosa zur Resorption nicht mehr in der Lage, dadurch kann es zu 
einer Flüssigkeitsansammlung kommen. 
Durch die an der Oberfläche befindlichen negativ geladenen Mukopolysaccharide 
besitzen die Mesothelzellen eine starke Fähigkeit Wasser zu binden. Die Folge ist ein 
verschiebliches Flüssigkeitskissen, das Bewegungen und Verschiebungen der Brust-, 
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Bauch- und Beckenorgane gegeneinander ermöglicht. Das Mesothel regelt ebenfalls 
den Austausch von Molekülen und Zellen zwischen der systemischen Zirkulation und 
den Körperhöhlen. Mesothelzellen sind in der Lage Adhäsionsmoleküle (der Zell-Zell-
Interaktion dienende Liganden bzw. Rezeptoren auf Zelloberflächen) und 
chemotaktische Zytokine (z.B. IL-6, IL-8) zu bilden [27, 30]. Beides sind fundamentale 
Mechanismen zur Regulation der Leukozytenwanderung bei Entzündungsprozessen.  
Klinische Bedeutung gewinnt die Serosa insbesondere durch Entzündungen oder 
Operationen mit der Folge fibröser Adhäsionen - das sind narbige Verwachsungen 
benachbarter Serosaflächen - und als Ort der malignen Tumorentstehung (z.B. 
Mesotheliom) oder Tumorabsiedlungen. 
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1.2 Erkrankungen der Serosa 
 
1.2.1 Entzündung und Wundheilung der Serosa: zelluläre Dynamik 
 
Eine Entzündung wird innerhalb der allgemeinen Pathologie verstanden als eine 
Reaktion des lebenden Organismus auf eine Gewebsschädigung. Es handelt sich hierbei 
um eine komplexe Reaktion der Blutgefäße, bestimmter Blutplasmabestandteile und 
Blutzellen sowie zellulärer und struktureller Bestandteile des Bindegewebes. Die 
Entzündung kann als ein Adaptationsprozeß des Organismus aufgefasst werden, der 
den Schaden von biologischen, chemischen und physikalischen Noxen begrenzen bzw. 
aufheben soll. [50]. 
Die entzündlich – reparative Gewebsreaktion zeigt in der Regel einen phasenhaften 
Verlauf, wobei eine akute exsudative Phase von einer reparativen, bzw. proliferative 
Phase unterschieden wird.  
Die akute, „exsudative“ Phase ist morphologisch gekennzeichnet durch eine 
Hyperämie, eine gesteigerte Gefäßpermeabilität mit Austritt hochmolekularer und/oder 
zellulärer Bestandteile in das Interstititium, wobei diese das Exsudat bilden. Nach Art 
und Zusammensetzung des Exsudates unterscheidet man unter anderem eine seröse, 
eine eitrige, eine eitrig-fibrinöse und eine hämorrhagische Entzündung. In der Frühpase 
der Entzündung dominieren neutrophile Granulozyten. Die akute Entzündung der 
Serosa tritt typischer Weise in Gestalt einer eitrig-fibrinösen Entzündungsreaktion auf.  
Die reparative, „proliferative“ Phase beginnt mit dem vermehrten Auftreten von 
Makrophagen im Entzündungsgebiet, einer zunehmenden Resorption des Exsudates 
und der Proliferation von Fibroblasten und Kapillaren, die ein zunächst gefäßreiches 
Granulationsgewebe bilden. Später kommt es zu einer verstärkten Bildung von 
Interzellularsubstanz, die  dann schließlich in der Differenzierungsphase zur Entstehung 
eines faserreichen  und gefäßarmen Bindegewebes (Narbengewebes) führt. Durch 
Wundkontraktion kommt es zur Verkleinerung der Wunde [60]. 
Die spezielle Pathologie der entzündlich – reparativen Reaktion der Serosa folgt diesem 
allgemeinen Reaktionsmuster, wobei jedoch die Reparation eines Serosadefektes in 
ihrem Mechanismus noch ungeklärt ist. Nach klinischen und tierexperimentellen 
Beobachtungen besitzt die Serosa auch bei umfangreicher Schädigung eine erhebliche 
reparative Potenz, jedoch werden häufig klinisch bedeutende und irreversible 
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Defektheilungen gefunden, gekennzeichnet durch das Auftreten bindegewebiger 
Verwachsungen der Serosablätter (fibröse Adhäsionen). In den westlichen 
Industrieländern stellen fibröse Adhäsionen (gefolgt von Hernien) z.B. nach 
Appendektomie, gynäkologischen Eingriffen und Colon- / Rectumoperationen die 
häufigste Ursache des mechanischen Ileus dar [25]. 
Schädigungen der Serosa durch biologische, physikalische und chemische Agentien 
führen morphologisch in der Frühpase (1.- 3. Tag) zu der Ausbildung eines fibrin-
reichen Exsudates mit dichter Infiltation der Serosa durch neutrophile Granulozyten, 
makroskopisch gekennzeichnet durch Ausbildung fibrinöser Beläge die zu einem 
„Verkleben“ der Serosablätter führen. Auch hier findet man dann im Übergang zur 
reparativen Phase ein vermehrtes Auftreten von Makrophagen, die in Interaktion mit 
den ortsstängigen Mesothelzellen das fibrinreiche Exudat auflösen können. Diese 
Lösung der zunächst nur fibrinösen Adhäsionen scheint ein wesentlicher Faktor in der 
Reparation der Serosa zu sein, die ein bindegewebiges Verwachsen, mithin fibröse 
Adhäsionen der Serosablätter verhindern kann. Überdauern jedoch die 
Fibrinablagerungen auf der Serosa kommt es zur bindegewebigen Organisation des 
Exsudates durch ein einsprossendes Granulationsgewebe, welches die Serosablätter 
verbindet und die Matrix der fibrösen Adhäsion darstellt. 
Während die Bedeutung der fibrinolytischen Aktivität der Serosa tierexperimentell und 
auch klinisch gut dokumentiert wurde (siehe auch Kapitel 1.2.2), ist auch heute noch 
ungeklärt, in welcher Weise ein Serosadefekt „re-mesothelialisiert“ wird. Unabhängig 
von der Größe eines Serosadefektes findet man eine Besiedlung der Defektfläche durch 
Mesothelzellen regelmäßig nach 7 – 8 Tagen, so dass der Defekt offenbar nicht allein 
vom Wundrand her remesothelialisiert wird. 
 
Der Ursprung dieser „neuen“ Mesothelzellen ist ungeklärt und Ursache kontroverser 
Diskussionen [77]. 
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Abb. 1:  Schema zu möglichen zellulären „Quellen“ der Remesotheliasierung 
 
 
Über die Herkunft dieser Zellen existieren mehrere Theorien: 
 
1. Es handelt sich um Mesothelzellen, die von der benachbarten oder 
gegenüberliegenden Serosa  aus durch Proliferation und Exfoliation die verletzte 
Fläche besiedeln [78]. 
2. Es handelt sich um Reservezellen der Serosaflüssigkeit, die auf der Wundfläche 
adhärieren und zu Mesothelzellen ausreifen [55]. 
3. Unreife Vorläuferzellen der Subserosa bilden eine Reservezellpopulation die 
durch Proliferation, Migration und Differenzierung den Defekt vom Wundgrund 
her besiedeln.  [48]. 
4. Die Vorläuferzellen der Reparation stammen aus dem Knochenmark [73]. 
 
  
Zellkinetische Studien im Tiermodell zeigen eine erhöhte mitotische Aktivität der 
Mesothelzellen der benachbarten und der gegenüberliegenden Serosa, so dass hiernach 
die unter 1. genannte These gestützt wird. Angesichts einer nicht beeinträchtigten 
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Serosaheilung nach Knochenmarkdepletion erscheint eine primär im Knochenmark 
lokalisierte Zellpopulation eher nicht beteiligt zu sein. 
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1.2.2 Fibröse Adhäsionen und Fibrin 
 
Auch wenn die zelluläre Dynamik der Serosareparation noch ungeklärt ist, liegen 
umfangreiche tierexperimentelle und klinische Studien vor, die belegen, dass die  
enzymatische, plasminabhängige Auflösung des fibrin-reichen Exsudates der akuten 
Entzündungsreaktion   eine zentrale Rolle im Rahmen der reparativen Reaktionen der 
Serosa einnimmt. 
Der Abbau von Fibrin, die Fibrinolyse, wird wesentlich durch das Enzym Plasmin 
vermittelt. Plasmin liegt als inaktives Substrat Plasminogen vor, das durch 
Plasminogen-Aktivatoren  in die aktive Form konvertiert wird (siehe Abb. 2). Der 
Gewebe-(tissue)-Plasminogen-Aktivator (t-PA) ist im Bereich der Serosa der 
wesentliche Plasminogen-Aktivator und tritt in fast allen Geweben auf, während der 
Urokinase-Plasminogen-Aktivator (u-PA) nur eine untergeordnete Rolle einzunehmen 
scheint. 
 
 
Prourokinase Urokinase
Gewebeaktivator
         t-PA
PlasminPlasminogen
PAI-1 und PAI-2
a-2-Antiplasmin
a-2-Makroglobulin
Fibrin
Fibrinogen
Fibrin(orgen)-
spaltprodukte pro-HGF HGF
?
 
Abb. 2: Die intraperitoneale Fibrinolyse ist von der PAA abhängig, die sich nach der 
Aktivität des PAI und des t-PA richtet (Aktivierung des Plasminogen zu Plasmin führt 
zu einer Hemmung der Adhäsionsbildung; Hemmung der Plasminogenaktivierung, z.B. 
durch verminderte t-PA-Synthese bzw. gesteigerte PAI-Synthese, die Entstehung 
fibröser Adhäsionen fördert) [7]. 
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Die durch t-PA ausgelöste Fibrinolyse ist ein sehr effektiver Prozess, der durch die 
Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren vom TYP 1 (PAI-1) und vom Typ 2 (PAI-2) 
kontrolliert wird [63]. Diese Inhibitoren, deren Bildung besonders durch Endoxine, 
Traumata oder Infektion stimuliert wird, antagonisieren die Effekte  der Plasminogen-
Aktivatoren, indem sie inaktive Komplexe mit ihnen bilden. Die t-PA und PAI-
Konzentrationen determinieren die gesamte Plasminogen-Aktivator-Aktivität (PAA) 
und somit das Ausmaß der Fibrinolyse. Die PAA ist vermindert, wenn die Aktivität von 
t-PA reduziert ist oder wenn die Aktivität von PAI-1 oder PAI-2 erhöht ist. Ist die PAA 
herabgesetzt, so wird weniger Plasmin gebildet und die Fibrinverklebungen können 
nicht gelöst werden. Normalerweise erholt sich die PAA innerhalb von 3 Tagen nach 
der Verletzung des Peritoneums und lysiert die Fibrinbeläge. Bei einer ausgeprägten 
entzündlichen Erkrankung wird aber im Rahmen der Akut-Phase-Reaktion sehr viel 
PAI-1 und PAI-2 gebildet, so dass die PAA letztlich dauerhaft vermindert bleibt und 
Fibrinbeläge nicht vollständig abgebaut werden. Die PAA des Mesothels bleibt also der 
kritische Faktor in der Pathogenese der Verwachsungen. 
In einigen Studien wurde nachgewiesen, dass die Freisetzung des proinflammatorischen 
Zytokins IL-1 die Adhäsionsbildung fördert [28, 57], während sie durch das 
antiinflammatorische Zytokin IL-10 gehemmt wird [40]. 
Bei elektiven abdominellen Operationen reduziert sich im nicht-entzündeten 
Peritoneum noch während des operativen Eingriffes die Plasminogen-Aktivator-
Aktivität (PAA), weil die Konzentration des t-PA abnimmt [61]. Während und  direkt 
nach der Operation wird noch keine Inhibitoraktivität gefunden, aber bereits einige 
Stunden nach der Operation vermindert sich die PAA weiter, weil die Konzentration an 
PAI-1 und PAI-2 massiv ansteigt. Die Inhibitoren werden in den Mesothelzellen und 
den Endothelzellen der subperitonealen Gefäße gebildet [76]. 
Zum Zeitpunkt der Diagnose einer Peritonitis oder abdominellen Ischämie ist der 
peritoneale PAA bereits stark abgefallen. Es ist hinreichend bekannt, dass ischämische 
und entzündete Gewebe die Bildung von Verwachsungen stimulieren. Vipond et al. 
beschrieben sowohl bei der ischämischen als auch chemisch oder bakteriell bedingten 
Peritonitis eine deutliche Verminderung der PAA.  
Goor et al. wiesen bei 25 Notfalloperationen wegen eines intraabdominellen 
entzündlichen Prozesses nach, dass in der peritonealen Flüssigkeit sowohl t-PA, u-PA 
und PAI-1 als auch Fibrinspaltprodukte massiv erhöht waren. Insbesondere die 
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Konzentration an PAI-1 war um das 800fache angestiegen. Bei ausgeprägten 
entzündlichen Veränderungen des Peritoneums wird also massiv PAI-1 und PAI-2 
freigesetzt und weniger t-PA gebildet [70, 76], so dass sich die PAA deutlich 
vermindert und Fibrinbeläge nicht vollständig aufgelöst werden. 
Menzies et al. wiesen 1991 im Kaninchenmodell nach, dass die intraperitoneale Gabe 
von t-PA sowohl die primäre als auch die erneute Bildung von Verwachsungen von 
80 % auf 7 % vermindert. 
 
Hinsichtlich der hier vorgestellten Fragstellung einer HGF-abhängigen biologischen 
Reaktion der Serosa, erschien bedeutend, das Plasmin nicht nur Fibrin degradiert, 
sondern als Substrat auch das nicht aktive pro-HGF zu dem aktiven HGF konvertieren 
kann.  
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1.3 Mediatoren und Wachstumsfaktoren der akuten 
Entzündung 
 
Die Entzündungsreaktion an serösen Häuten wird über eine Vielzahl von Mediatoren 
und Wachstumsfaktoren gesteuert, deren komplexes Zusammenspiel bisher nur 
teilweise bekannt ist [19, 20]. 
Interleukine gehören neben Wachstumsfaktoren (Proliferation, Differenzierung), 
Interferonen (Virusabwehr, Proliferationshemmung, Apoptose) und Chemokinen 
(Migration, Chemotaxis) zu den Zytokinen (Mediatorsubstanzen) und dienen als 
Kommunikationsproteine der Immunabwehr, Entzündung, Hämatopoese und der 
Apoptose [32]. 
Im Peritonealexsudat fand man postoperativ einen zeitabhängigen Anstieg der IL-1-, 
TNF-α- und IL-6-Konzentration mit einem Maximum 12 Stunden postoperativ [2, 61], 
wobei die Schwere des operativen Traumas mit dem Ausmaß der 
Konzentrationserhöhung korreliert [68]. 
Durch intraabdominelle Applikation oder Hemmung einzelner Faktoren konnte gezeigt 
werden, dass diese die Adhäsionsbildung fördern bzw. hemmen. Im Tiermodell führt 
die Hemmung von TNF-α, IL-1, IL-6 und TGF-β durch präoperative Gabe 
inhibierender Antikörper zur Reduktion der Adhäsionsbildung [28, 33, 56]. Umgekehrt 
führt die intraabdominelle Applikation von IL-1, TNF-α und TGF-β zur Steigerung der 
Adhäsionsrate [36, 79]. 
Hier soll näher auf die Bedeutung der proinflammatorischen Zytokine Interleukin 1 (IL-
1) und Tumor Nekrose Faktor-α (TNF-α) sowie auf die Wachstumsfaktoren 
transforming growth factor-β (TGF-β) und hepatocyte growth factor (HGF) 
eingegangen werden. 
Interleukin 1 (IL-1) wird von Makrophagen gebildet und hat ein Molekulargewicht 
(MG) von 17 000 Dalton (D). Es zählt mit dem Tumornekrosefaktor α (TNF-α) zu den 
proinflammatorischen Zytokinen, kommt in zwei Isoformen- IL-1α und IL-1 β- vor, die 
sich in ihren biologischen Wirkungen unterscheiden und wird von Monozyten, 
Makrophagen, Fibroblasten, Epithelzellen und Endothelzellen sezerniert. Seine Bildung 
wird u.a. vom Tumornekrosefaktor α (TNF-α), vom IL-1 selbst und  durch Kontakt mit 
T-Zellen induziert [62]. 
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IL-1 stimuliert T-Lymphozyten zur Bildung von IL-2 und T-Helferzellen. Es bewirkt 
die Proliferation von B-Lymphozyten, Chemotaxis, Degranulation und Freisetzung von 
Neutrophilen aus dem Knochenmark und beeinflußt über Wachstumsfaktoren die 
Blutbildung (Hämatopoese). Außerdem induziert es die Prostaglandin-Freisetzung, 
Chemotaxis und Tumorzelllyse durch Makrophagen [46]. 
In höheren Konzentrationen (ca. 10 ng/kg) induziert IL-1 Fieber, Bildung von 
Akutphaseproteinen in der Leber, Müdigkeit, Arthralgien, Kopfschmerzen, 
Appetitverlust, Blutdruckabfall usw. 
In Bezug auf die Serosa bzw. die peritoneale Wundheilung spielen Interleukin 1, 2 und 
6 insofern eine wichtige Rolle, als dass sie die peritoneale Proteinbiosynthese und 
Modulation der PA- und PAI-Aktivität und Sekretion stimulieren [32, 50]. 
 
 
 
Abb. 3: Vielfalt der Wirkung von Interleukin-1 bei Abwehrprozessen [32, 50] 
 
TNF-α (Tumornekrosefaktor, Kachektin)  gehört als Polypeptid zu den 
proinflammatorischen Zytokinen, welches Fieber hervorruft (Pyrogen) und in hohen 
Konzentrationen zum septischen Schock führt [32]. Er wird von Zellen des 
Makrophagen/Monozyten-Systems, von Lymphozyten, Fibroblasten und Mastzellen 
produziert und ist ein zentraler Mediator der systemischen Entzündungs- und 
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Immunreaktion mit Wirkung auf eine Vielzahl von Zellen (Granulozyten, 
Monozyten/Makrophagen, Endothelzellen, Hepatozyten, Hypothalamus, Fett- und 
Muskelzellen) [6, 32].  
Langzeitig verabreicht führt TNF-α zur Kachexie (Appetitverlust), wie sie auch bei 
Tumorpatienten oder chronischen Infekten zu beobachten ist [62]. 
Außerdem wird die Synthese von Arachidonsäurederivaten angeregt, die zu einer 
erhöhten Adrenalin-, Noradrenalin-, Cortisol- und Glukagonausschüttung führt (⇒ 
kataboler Proteinstoffwechsel). 
Durch Verstärkung der Fibroblastenproliferation, der Proteasen-Sekretion und 
Hemmung der Kollagen- und Proteoglykansynthese sowie seine prokoagulatorische 
und angiogenetische Wirkung beeinflusst TNF die Wundheilung. 
 
 
 
Abb. 4: Entstehung und Wirkung von IL-1 und TNF [6, 32] 
 
Bei TGF handelt es sich um eine Polypeptidfamilie, welche von T-Zellen, aktivierten 
Monozyten und Mesothelzellen bzw. Tumorzellen freigesetzt wird und Einwirkungen 
auf die peritoneale Wundheilung hat. TGF führt zur Suppression der mesothelialen 
Proliferation und Steigerung der Produktion extrazellulärer Matrix. 
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Die Einwirkungen des HGF auf die peritoneale Wundheilung ist bisher wenig 
untersucht worden. HGF / SF (hepatocyte growth factor / scatter factor / Hepatopoetin 
A) ist ein multifunktioneller Wachstumsfaktor, der vielfältige moto-, mito- und 
morphogenetische Effekte auf Zellen ausübt, die über den HGF-Rezeptor, dem 
Protoonkogen c-met (α-Untereinheit 50 kDa, ß-Untereinheit 145 kDa), vermittelt 
werden. Der Wachstumsfaktor, HGF, wird als inaktives Einzelketten-Pro-Peptid 
überwiegend von Zellen mesenchymaler Herkunft (z.B. Fibroblasten) sezerniert, 
welches von einer extrazellulären Serum-Serin-Protease geschnitten wird und besitzt 
die Fähigkeit, Epithelverbände zu dissoziieren („to scatter“) [64]. Der Rezeptor, c-met, 
wird überwiegend von Zellen epithelialer Differenzierung gebildet. Das c-met/HGF-
System ist somit an der Mesenchym-Epithel-Interaktion beteiligt. 
HGF ist ein Heterodimer aus einer α-Untereinheit (65 kDa) und einer ß-Untereinheit 
(34 kDa), die über Disulfidbrücken verbunden sind. Es ist auf dem langen Arm von 
Chromosom 7 lokalisiert (7q21.1). Höchste HGF-Konzentrationen findet man in 
Lunge, Leber, Milz und Haut [83]. Das biologisch aktive, zweikettige HGF entsteht 
durch extrazelluläre, proteolytische Spaltung des einkettigen 92 kDa großen 
Vorläufermoleküls, pro-HGF. Das humane HGF-Gen ist hoch homolog zum 
menschlichen Plasminogen. Eines der Substrate des Plasminogenaktivators uPA ist z.B. 
das HGF, das als inaktives Monomer sezerniert und durch uPA in seine biologisch 
aktive heterodimere Form gespalten wird [26]. Durch die Plasminogen-Aktivator-
Aktivität der Mesothelzellen könnte somit das pro-HGF konvertiert werden. Die 
Konversion des überwiegend matrixgebundenen pro-HGF zum biologisch aktiven HGF 
erfolgt durch Serinproteasen, insbesondere u-PA und t-PA [35]. Die u-PA und t-PA 
induzierte HGF-Konversion ist in vitro eine langsame Reaktion. Sie kann jedoch durch 
Anwesenheit von Kofaktoren, insbesondere durch uPAR erheblich beschleunigt werden 
[42]. 
Das c-met/HGF-System spielt für eine Vielzahl neoplastischer und regenerativer 
Prozesse eine wichtige Rolle. Die Sekretion des HGF durch peritoneale Fibroblasten 
hat einen Einfluß auf die Morphologie der Mesothelzellen [81]. HGF induziert an 
verletzten bzw. entzündeten Mesothelstellen vermehrt Kollagensynthese, was den 
Heilungsprozeß insbesondere der serösen Häute erleichtert [49]. Auch in malignen 
Mesotheliomen wurde eine auto- und parakrine Aktivierung des c-met/HGF-Systems 
demonstriert [22, 23]. 
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Abdominalchirurgische Eingriffe führen zur Erhöhung der intraperitonealen HGF-
Konzentration mit einem Maximum am ersten postoperativen Tag. Je schwerer das 
operative Trauma und je höher die IL-6-Konzentration ist, desto höhere Werte weist die 
HGF-Konzentration auf [29]. 
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Mesothelzellen den HGF-Rezeptor (c-
met) bilden, auf eine HGF-Stimulation empfindlich sind und durch Freisetzung von t-
PA bzw. u-PA an der pro-HGF-Aktivierung beteiligt sind. 
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1.5 Fragestellung 
 
HGF ist ein pleiotroper Wachstumsfaktor, der eine bedeutende Rolle in der 
Wundheilung und der Onkogenese hat. Während seine Wirkungen für die Reparation 
der Leber, der Niere, der Haut u.a. Organe bereits gut untersucht ist, liegen bisher 
wenig Untersuchungen vor zur Frage, ob HGF auf humane Mesothelzellen einen Effekt 
ausübt. 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich im Einzelnen mit folgenden Fragen: 
 
1. Sind humane Mesothelzellen in vitro gegenüber einer HGF-Stimulation 
empfindlich? 
Expremieren humane Mesothelzellen in vitro den HGF-Rezeptor c-met? 
 
2. Entfaltet HGF gegenüber humane Mesothelzellen in vitro einen motogenen oder 
mitogenen Effekt? 
 
3. Ist ein HGF-Effekt auf humane Mesothelzellen in vitro durch Hemmung der 
PAA modulierbar? 
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Material und Methoden 
 
Nähere Angaben zu den Materialien sind im Anhang zu finden. 
Alle Arbeiten werden bei Raumtemperatur durchgeführt, ansonsten erfolgt eine Angabe 
der Temperatur. 
 
 
2.1 Zellbiologische Methoden 
 
Alle Arbeiten mit Zellen (Isolation, Kultivierung etc.) werden unter sterilen 
Bedingungen, d.h. unter einer Sterilbank ausgeführt . Die verwendeten Materialien wie 
Glasgefäße, Glaspipetten, Metallmaterialien werden vorher im Sterilisator bei 200 °C 
über Nacht und Plastikmaterialien im Autoklaven bei 120 °C sterilisiert. 
 
 
2.1.1 Kultivierung humaner Mesothelzellen 
 
Mesothelzellen werden aus frischem Omentum majus isoliert, welches von der 
chirurgischen Abteilung der RWTH Aachen zur Verfügung gestellt wurde. 
Das Omentum wird in einem sterilen Gefäß mit HEPES-Transportpuffer zur Verfügung 
gestellt. Daraus werden 20 – 30 g Portionen hergestellt und jede Portion in 20 ml 
0,05 % Trypsinlösung 5 – 7 Minuten lang im Wasserbad bei 37 °C geschüttelt. 
Anschließend wird das Gewebe aus dem Gefäß entnommen und die Trypsinlösung auf 
das warmgestellte serumhaltige Medium in Zentrifugenröhrchen gegeben (zum 
Abstoppen der enzymatischen Wirkung des Trypsins). Die Zellsuspension wird 
zentrifugiert (200 g; 10 min; RT). Dann wird der Zellüberstand dekantiert und das 
Zellpellet in 40 ml warmem PBS resuspendiert und wieder zentrifugiert (200 g; 10 min; 
RT). Der Zellüberstand wird wieder dekantiert, das Pellet in 10 ml RPMI-1640 + 10 % 
HSP + 4 ml Penicillin/Streptomycin + 4 ml L-Glutamin resuspendiert und auf die 
beschichteten Kulturflaschen verteilt. Bevor die Zellsuspension auf die beschichteten 
und warmgestellten T75-Gewebekulturflaschen verteilt wird, wird die Gelatineschicht 
abgesaugt. 
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Die Kultivierung der isolierten Mesothelzellen erfolgt im Brutschrank bei 37 °C, 5 % 
CO2- und 10 % O2-Atmosphäre. Alle zwei Tage erfolgt ein Mediumwechsel. Die Zellen 
werden regelmäßig mittels Phasenkontrastmikroskop (Umkehrmikroskop von Leitz 
Wetzlar GmbH) überprüft. 
Eine konfluente Primärzellflasche wird in einem Verhältnis von 1:3 durch 
enzymatische Ablösung passagiert. Hierzu erfolgt nach Absaugen des Mediums eine 
Inkubation des Zellmonolayers mit Trypsin (0.05 % in PBS; 2 min; 37 °C), wobei die 
Ablösung der Zellen unter dem Umkehrmikroskop kontrolliert wird. Erst wenn zu 
sehen ist, dass nahezu alle Zellen sich abgerundet haben, wird die Trypsinwirkung 
durch Zugabe von 6 ml serumhaltigem Nährmedium gestoppt. Die Zellsuspension wird 
in ein Zentrifugenröhrchen überführt und die Kulturflasche nochmals mit 5 ml Medium 
durchgespült, um auch die letzten Zellen abzulösen und zu resuspendieren. Dieses wird 
ebenfalls in die Zentrifugenröhrchen gegeben. Die Gesamtsuspension wird zentrifugiert 
(200 g; 10 min; RT), der Überstand dekantiert, das Pellet in Medium resuspendiert und 
in Kulturflaschen ausgesät. 
Für alle Versuche wurden Zellen der ersten und zweiten Passage verwendet. 
 
 
2.1.2 Zellzahlbestimmung 
 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mit dem Zellzählgerät CASY 1. Hierbei stellt die 
Messung eine Kombination aus Widerstandsmessprinzip und Pulsflächenanalyse dar. 
Die Zellen werden in isotoner Elektrolytlösung suspendiert und durch eine 
Messkapillare gesaugt, an die über zwei Platinelektroden eine elektrische Spannung 
angelegt ist. Sobald eine Zelle in die Kapillare eindringt, entsteht ein elektrischer 
Impuls. Neben der Zellzahl kann auch die Größenverteilung der Zellen dargestellt 
werden.  Dazu werden die von den Zellen verursachten Impulse nach ihrer Größe 
differenziert. Die Impulsfläche ist proportional zum Zellvolumen. Man kann ebenfalls 
zwischen lebenden und toten Zellen differenzieren: tote Zellen mit defekter 
Zellmembran stellen sich kleiner dar als vitale Zellen. 
Zur Durchführung der Zellzählung werden 10 ml CASYTON (Meßlösung) und 100 μl 
Zellsuspension in einem Probenbecher gemischt (1:100 Verdünnung) und unter die 
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Messkapillare gestellt. Nach der Messung können Größenverteilung und Zellzahl pro 
Milliliter abgelesen werden. 
 
 
2.1.3 Scratch-Assay 
 
Mesothelzellen werden enzymatisch mittels Trypsin (0.05 % in PBS; 2 min; 37 °C) 
gelöst, zentrifugiert und das Zellpellet resuspendiert. Je 500 μl  der Zellsuspension 
(Zellzahl: 150.000 Zellen / ml) werden auf jedem Well der gelatinebeschichteten 12er 
Multiwellplatte ausgesät. Bei Erreichen von Konfluenz wird der 
Mesothelzellmonolayer mit einem Pipettenspitzen-Kratzer (scratch) versehen. Die 
abgelösten Zellen werden abgesaugt und die Mesothelzellkultur mit HGF inkubiert (10 
ng/ml bzw. 50 ng/ml; 6 h; 37 °C). Die Besiedlung der verletzten Fläche wird in 
Abhängigkeit unterschiedlicher HGF-Konzentrationen nach 0, 2, 4 und 6 Stunden 
photografisch dokumentiert 
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2.1.4 Boyden-Kammer-Assay 
 
obere Kammer
untere Kammer
Transwellmembran 
(12 µm)
Zellsuspension (200.000 Zellen/ml)
+ Mediator, Wachstumsfaktor oder Antikörper
Medium und ggf. HGF
Abb. 5: vereinfachtes Boydenkammer-Schema 
 
Die Migrationsrate der Mesothelzellen wird in Abhängigkeit eines HGF-
Konzentrationsgradienten sowie unter Hemmung putativ wirksamer  Kofaktoren (uPA / 
uPAR-System) mittels eines modifizierten Boydenkammer-Systems unter Verwendung 
von Transwells bestimmt. 
Dazu werden Mesothelzellen 12 Stunden im 1 %igem HSP-Medium inkubiert und 
enzymatisch mittels Trypsin (0.05 % in PBS; 2 min; 37 °C) gelöst. Dann erfolgt eine 
Zellzahlbestimmung; die Zellen werden auf 200.000 Zellen / ml eingestellt und die 
Transwells bestückt. Dazu wird mit einer sterilen Pinzette die obere Kammer 
entnommen und zuerst Medium und ggf. HGF (0, 25 oder 75 ng HGF / ml) in die 
untere Kammer gegeben. Daraufhin wird die obere Kammer wieder eingesetzt und die 
Zellsuspension (Zellzahl: 200.000 Zellen / ml) hinzugegeben. Zuletzt erfolgt evtl. die 
Zugabe von HGF bzw. anti-uPA, uPAR. Die apikale und basale Kammer sind durch 
eine Membran mit 12 μm Poren voneinander getrennt. Nach 2 Stunden Inkubation wird 
die obere Kammer entnommen und die Innenseite mit Tüchern abgewischt. Danach 
befinden sich nur noch Zellen auf der  Unterseite, d.h. Zellen, die gewandert sind. Die 
Filter werden samt Kammer gefärbt. Dazu gibt man die Fixier- und Färbelösungen 
sowie das destillierte Wasser in je ein Well einer 12-Well-Platte. Die Filter werden je 1 
bis 2 Minuten nacheinander in die Fixierlösung, Farbreagenz rot, blau und Aqua dest. 
19
  Material und Methoden 
 
 
gegeben. Die oberen Kammern werden auf je einen Objektträger gestellt und die Filter  
mit einem Skalpell herausgelöst. Die Filter lässt man auf dem Objektträger trocknen 
und dann werden die Zellen im Mikroskop mit Zählfeld ausgezählt (je 4 Gesichtsfelder, 
die auf einer Geraden quer über den Filter liegen). 
 
 
2.1.5 Proliferations-Assay 
 
Auf 24-Well-Platten werden Mesothelzellen ausgesät (50000 Zellen / ml). Verwendet 
wird dabei ein 10 % serumhaltiges Medium. Nach Zelladhärenz  erfolgt ein 
Serumentzug (0,1 % HSP). Nach 24 Stunden finden Stimulationen mit 
unterschiedlichen Serumkonzentrationen (10 % HSP, 1 % HSP, 0,5 % HSP und 0,5 % 
HSP + 50 ng / ml HGF) statt. Die Zellen werden 24 Stunden lang mit dem 
entsprechenden Medium inkubiert. Dann erfolgt eine Zellzahlbestimmung mittels Casy. 
 
 
2.2 Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.1 c-met RT-PCR 
 
2.2.1.1 RNA-Isolation 
 
Die RNA-Isolation erfolgt mittels des Kits "RNeasy" der Firma Qiagen (RNeasy Total 
RNA Kit) nach Anweisung des Herstellers. Zur Vermeidung von RNase-
Kontamination werden alle verwendeten Materialien doppelt autoklaviert. 
Zunächst müssen die Zellen aus der Kulturflasche wie beschrieben enzymatisch mittels 
Trypsin (0.05 % in PBS; 2 min; 37 °C) gelöst werden. Man setzt ein Gemisch aus ß-
Mercaptoethanol und RLT-Puffer (=Lysispuffer) im Verhältnis 1:100 an.  
Dieses Gemisch wird zu dem Zellpellet gegeben. Im RLT-Puffer ist 
Guanidinisothiocyanat enthalten, welches RNasen inaktiviert.  Mercaptoethanol spaltet 
als Reduktionsmittel stabilisierende Disulfid-Bindungen. 
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Anschließend wird das Lysat auf den Qia-Shredder gegeben und zentrifugiert (15.800 
g; 2 min; 37 °C). Nach Zugabe von 70 %igem Ethanol wird das Gemisch auf die 
RNeasy-Säule pipettiert und es folgen drei Waschschritte mit RW 1- und RPE-
Waschpuffer. Mit 50 μl RNase-freiem Wasser wird die RNA eluiert und bei –70 °C 
eingefroren. 
Da bei einer RNA-Isolation genomische DNA als Verunreinigung auftreten kann, wird 
dem Vorgang noch ein DNase-Verdau angeschlossen. Dazu werden auf 30 µg RNA 1µl 
DNase-I gegeben und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. 
Zur Bestimmung der Konzentration der RNA wird die RNA 1:100 mit freiem Wasser 
verdünnt und die Absorption bei 260 nm sowie bei 280 nm Wellenlänge gemessen (bei 
260 nm haben die Nukleinsäuren, bei 280 nm die Proteine die höchste Absorption). Der 
Quotient aus der Extinktion 260 nm / 280 nm gibt einen Hinweis auf die Reinheit der 
isolierten RNA und sollte idealerweise zwischen 1,5 und 2,0 liegen. 
Aus der Extinktion der Probe lässt sich die RNA-Konzentration bestimmen. Der 
Absorptionswert bei 260 nm multipliziert mit dem Verdünnungsfaktor (hier 100) und 
dem Faktor 40 ergibt die RNA-Konzentration in µg / ml. 
 
 
2.2.1.2 Reverse Transkription 
 
Die vorliegende RNA muß zunächst in cDNA (copy DNA) umschrieben werden. Dies 
geschieht mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RNA-abhängige DNA-
Polymerase). Hierzu wird das First-Strand cDNA Sythesis Kit der Firma Amersham 
Pharmacia Biotech nach Angaben des Herstellers verwendet. 
Es werden 5 μg der RNA mit RNase-freiem Wasser auf 20 µl aufgefüllt und 10 
Minuten lang bei 65 °C inkubiert. 
Dann erfolgt die Zugabe von Bulk first strand reaction (bestehend aus muriner 
Reverser Transkriptase, RNase- und DNase-freiem BSA, dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 
1 µl DTT-Lösung (200 mM wässrige Lösung) und 1 µl pd(N)6 Primer 
(Hexadesoxynukleotide mit der Konzentration von 0,2 µg/µl). Das Gemisch wird 1 
Stunde lang bei 37 °C inkubiert und die entstandene cDNA kann dann bei –20 °C 
gelagert werden. 
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Die cDNA kann nun in die Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt und die 
Zielsequenzen mit spezifischen Primern amplifiziert werden. 
 
 
2.2.1.3 Polymerasekettenreaktion 
 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zum Nachweis spezifischer 
Nukleinsäureabschnitte auf der DNA. 
Für die Amplifizierung des bestimmten Genabschnittes werden zwei spezifische 
Oligonukleotide (Primer), dNTPs (vier Desoxyribonucleotid-Triphosphate), Taq-
Polymerase (aus thermophilen Bakterien isoliert, meist aus Thermophilus aquaticus), 
10×-Puffer (Reaktionspuffer mit Magnesium zur vollständigen Entfaltung der 
Polymerase-Aktivität), RNase-freies Wasser und die cDNA benötigt. 
Die Primer sind Oligonukleotide, die eine komplementäre Sequenz zum 3´- bzw. 5´-
Ende des Zielgenabschnitts darstellen. An diese Primer kann dann die DNA-
Polymerase binden und an die einzelsträngige cDNA einen zweiten DNA-Strang 
synthetisieren. Dabei dienen die dNTPs (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) als Bausteine für 
den Zweitstrang. 
 
Der PCR-Ansatz enthielt: 
• 5 μl 10x Puffer 
• 0,5 μl 3´-Primer (Konzentration: 20 pmol / μl) 
• 0,5 μl 5´-Primer (Konzentration: 20 pmol / μl) 
• 1 μl dNTPs (je 10mM) 
• 0,5 μl Taq-Polymerase (2,5 U) 
• 1 μl cDNA  
• 41,5 μl RNase-freies Wasser 
 
Das Gemisch für die PCR wird mit 50 μl Mineralöl überschichtet, um eine 
Kondensation des Ansatzes zu vermeiden. 
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Die PCR setzt sich aus drei Reaktionsschritten zusammen: 
1. Denaturierung = Trennung der in der Probe vorhandenen, doppelsträngigen 
DNA durch Erwärmung (95 °C, 45 Sekunden) 
2. Annealing = Anlagerung der Primer durch Abkühlung (60 °C, 45 Sekunden) 
3. Extension = Synthese des Komplementärstranges (72 °C, 2 Minuten) 
Es folgt eine abschließende Inkubation für 10 Minuten bei 72 °C. Die Schritte 
Denaturierung (1. Schritt), Primeranbindung (2. Schritt) und DNA-Synthese (3. Schritt) 
werden bei der ß-Actin-PCR 35 mal wiederholt. 
 
Zur Darstellung der PCR-Produkte wird eine Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt.  
Zur Herstellung eines 2 %igen Agarose-Gels werden 10 g Agarose in 500 ml 1 × TBE-
Puffer (bestehend aus Tris-HCl, Borsäure, EDTA und Aqua dest.) gegeben und das 
Gemisch wird aufgekocht. Dann wird es mit 75 μl Ethidiumbromid  (0,5 μg/ml 
Ethidiumbromid) versetzt. Das heiße Gemisch wird dann in die Elektrophoresekammer 
mit eingesetztem Kamm gegossen und das Gel wird ca. 30 Minuten ausgehärtet. Je 
15 μl des PCR-Produktes werden mit 5 μl loading-buffer (MBI fermentas; 0,09 % 
Bromphenol Blau, 0,09 % Xylencyanol, 60 % Glycerol und 60 mM EDTA) vermischt. 
Der Lade-Puffer dient zur Beschwerung der Probe und zum Abschätzen der 
Laufstrecke im Agarosegel. Nach Aushärten des Gels wird der Kamm aus dem Gel 
entfernt und die Proben werden in die Taschen pipettiert. Zur Bestimmung der 
Produktgröße wird zusätzlich ein Größenmarker, pUC19 DNA / MspI (MBI fermentas) 
bzw. 100 bp-Leiter auf das Gel aufgetragen. 
Anschließend erfolgt eine elektrophoretische Auftrennung der Banden bei 100 Volt 
über etwa eine Stunde. Aufgrund der negativ geladenen Phosphatreste erfolgt die 
Laufrichtung von der Kathode in Richtung Anode. Hierbei wandern aufgrund des 
Siebeffekts des Gels die kleineren Fragmente schneller als die größeren. Die 
entstandenen Banden können dann mit UV-Licht sichtbar gemacht werden, weil das 
Ethidiumbromid in die DNA interkaliert und fluoresziert. 
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Abb. 6: Amplifizierung einer spezifischen DNA-Sequenz durch die PCR 
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2.2.2 Western Blot 
 
Die Western-Blot-Methode ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen mit Hilfe 
von spezifischen Antikörpern nach elektrophoretischer Auftrennung und Transfer auf 
Membranen. 
Der Western Blot erfolgt in fünf Schritten: 
Der erste Schritt ist die Gewinnung der Proteinpoben. Mesothelzellen werden 
abtrypsiniert und zentrifugiert. Das Zellsediment wird in 600 μl eiskaltem Lysispuffer 
(Insect cell lysis buffer, bdBiosciences) aufgenommen und resuspendiert. Anschließend 
erfolgt eine erneute Zentrifugation bei 12.000 Umdrehungen pro Minute (11.600 x g). 
Das Gemisch wird dann in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zum weiteren 
Gebrauch bei –70 °C gelagert. 
Im zweiten Schritt erfolgt eine Proteinbestimmung mit Hilfe des BCA Protein Assay 
Kits. Dabei erfolgt eine Extinktionsmessung im ELISA-Reader (Molecular devices) bei 
590 nm. 
Der dritte Schritt ist die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese). Hierbei werden zu jeder 3 μg Protein-Probe, 15,6 μl ddH2O (Aqua 
bidest), 6 μl Sample buffer (NuPAGE) und 2,4 μl Reducing agent (NuPAGE; erst kurz 
vor dem Erhitzen geben) gegeben. Die Eppendorfreaktionsgefäße mit den Proben und 
SDS-Standard werden kurz gemischt (Vortex), zentrifugiert und 10 Minuten im 
Wasserbad bei 70 – 100 °C erhitzt. Dann wird ein Laufpuffer (Running buffer) 
hergestellt: 950 ml Aqua bidest + 50 ml Laufpuffer. Davon werden 200 ml zu 500 μl 
Antioxidant (NuPAGE) zugegeben. Die Kämme im Gel werden entfernt und die 
Taschen mit Sample buffer markiert.  Dann werden die Proben erneut zentrifugiert und 
komplett in die Taschen pipettiert. Die Elektrophorese läuft mindestens 1 Stunde bei 
140 Volt bzw. ca. 55 – 80 mA. Die Proteine, die durch das SDS eine negative Ladung 
erhalten haben, wandern nun im Gel in Richtung der positiven Elektrode und werden 
dabei nach Molekulargewicht aufgetrennt. 
Im vierten Schritt wird das Gel auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen. Dazu muß 
zuerst ein Transfer-Puffer hergestellt werden: 849 ml Aqua bidest + 100 ml Methanol + 
50 ml Transfer-Puffer (20fach, Firma NuPAGE) + 1 ml Antioxidant. Dann schneidet 
man pro Gel vier Filterpapiere (Whatman) und 1 Nitrocellulose-Membran (Amersham 
Life Science) zu. Pro Gel werden je 2 Blottschwämme, die Filterpapiere und die 
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Nitrocellulose-Membran blasenfrei in den Transfer-Puffer gegeben. Die Gele werden 
aus der Elektrophoresekammer genommen. 
 
Die Blotvorrichtung wird wie folgt erstellt: 
Abb. 7: Anordnung der  Komponenten in der Blot-Vorrichtung 
 
 
Die Vorrichtung wird mit Transfer-Puffer gefüllt und bei 50 Volt bzw. 200 mA 
mindestens 90 Minuten geblottet. Währenddessen wird Blocking-Puffer hergestellt: 0,4 
g I-Block + 200 ml PBS. Dies wird 30 bis 60 Minuten unter Rühren erhitzt (nicht 
gekocht) und nach Abkühlen wird dem Ganzen 200 μl Tween 20 
(Polyexyethylenesorbitanmonolaurate, Sigma) zugegeben. Nach dem Blotten wird die 
Membran 5 Minuten in Ponceau-Lösung inkubiert und überschüssige Farblösung mit 
Leitungswasser entfernt. Dadurch werden die Probenbanden reversibel sichtbar. Die 
Membran wird durch ca. 5 minütiges Waschen vollständig entfärbt, in PBS gewaschen 
und über Nacht bei 4 °C in Blocking-Puffer inkubiert. 
Im fünften Schritt erfolgt das Immunostaining. Dabei wird die Membran ca. 60 
Minuten mit 10 ml des Primär-Antikörpers (1:100 Verdünnung in Blocking-Puffer, 
Kaninchen-Antikörper, Firma Santa Cruz Biotechnology) bei Raumtemperatur auf dem 
Schüttler inkubiert und schließlich mit 50 ml Wasch-Puffer (bestehend aus 500 ml PBS 
und 0,5 ml Tween 20) zweimal 5 Minuten gewaschen. Dann wird die Membran in 10 
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ml eines zweiten, biotinylierten Antikörpers (1:5000 in Blocking-Puffer verdünnt, Anti-
mouse bzw. Anti-rabbit, DAKO) 60 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schüttler 
inkubiert. Wieder erfolgt ein Waschschritt, zweimal 5 Minuten mit 50 ml Wasch-
Puffer. Anschließend wird die Membran 20 Minuten lang mit ca. 20 ml des AVIDx-
AP-Konjugat-Streptavidin-Antikörper (Tropix) inkubiert, gefolgt von einem 
Waschschritt erst mit 20 ml Wasch-Puffer und zweimal 2 Minuten mit 10 – 20 ml 
Assay-Puffer (Tropix). Schließlich wird die Membran im Dunkeln in 6 ml CSPD-
Ready-to-use Substrat (Tropix) mit 300 μl Nitro-Block (Tropix) 5 Minuten inkubiert. 
Der Filter wird in Folie eingeschweißt und in einer Röntgenfilmkassete rutschfest 
eingeklebt. Es wird dann ca. 20 Minuten lang exponiert. Nach Entwicklung des 
Röntgenfilms sind die Proteine als Banden auf dem Film erkennbar. 
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Ergebnisse 
 
 
3.1 Scratch-Assay 
 
HGF wirkt motogen auf HOMC 
 
Eine auf einem 12er Multiwell kultivierte, konfluente Mesothelzellkultur wird mit 
einem "Pipettenspitzenkratzer" (scratch) „verletzt“. Nach bestimmten Zeitintervallen 
wird unter einem Phasenkontrastmikroskop die Besiedlung der verletzten Fläche 
fotografisch dokumentiert (jeweils 4 Gesichtsfelder/Zeitpunkt/Konzentration) und 
verglichen. 
 
 
 
Abb. 8: Scratch-Assay:  Photographische Dokumentation der Rekolonisierung der 
verletzten Fläche in Abhängigkeit unterschiedlicher HGF-Konzentrationen 
Nach Verletzung des Monolayers (t = 0) ist nach 6 h  ohne HGF-Stimulation nur eine 
geringfügige Migration der Zellen in die verletzten Abschnitte erkennbar. Stimulation 
der Zellen mit 10 und 50 ng HGF/ml führt zur deutlich rascheren Besiedlung der 
„Wunde“, wobei bei 50 ng HGF/ml eine größere Zellzahl erkennbar ist. 
0 h 6h, kein HGF 
6h + HGF (50 ng/ml) 6h + HGF (10 ng/ml) 
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Wie in Abb. 8 dargestellt, ist 6 Stunden nach der Verletzung ohne Stimulation nur eine 
geringfügige Besiedlung der verletzten Abschnitte nachweisbar. Die Stimulation der 
Zellen mit 10 bzw. 50 ng / ml HGF bewirkt eine konzentrationsabhängige Zunahme der 
Remesothelialisierung. 
Zur weiteren Untersuchung des migrationsförderden Effektes von HGF auf humane 
Mesothelzellen werden Migrationsassays mit porösen Membranen durchgeführt. 
 
 
3.2 Boydenkammer-Assay 
 
HGF wirkt chemotaktisch auf HOMC 
 
Mittels eines modifizierten Boydenkammer-Systems kann unter Verwendung von 
Transwells (12 μm Porendurchmesser, Costar) die Migrationsrate der Mesothelzellen 
quantifiziert werden. Die Rate der migrierten Zellen wurde in Abhängigkeit eines HGF-
Konzentrationsgradienten und unter Hemmung wirksamer Kofaktoren (speziell des 
uPA/uPAR-Systems) bestimmt. 
 
Die Abbildung 9 stellt einen Vorversuch dar, in der man die Abhängigkeit der 
Migrationsrate von der Beobachtungszeit erkennt. Ziel dieses Experimentes war, die 
Ermittlung des optimalen Zeitpunktes, bei dem die größte Migrationsdifferenz zu 
beobachten ist. Je mehr Zeit vergeht, und je mehr HGF basal vorhanden ist, umso mehr 
Zellen migrieren. Der Unterschied zwischen der Negativprobe (ohne HGF) und der 
HGF-Probe wird über den Zeitverlauf geringer, d.h. mit zunehmender Zeit wird die 
Differenz der Migrationsrate kleiner. 
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Abhängigkeit der Migrationsdifferenz von der 
Beobachtungszeit
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Abb. 9: Mesothelzell-Migration über einen Zeitverlauf von 6 Stunden 
schwarz: unstimuliert; grün: 75ng HGF / ml Medium in unterem Kompartiment 
 
 
 
 
 
 
Abb. 10: Checkerboard-Analyse: 
Migrationsrate der Mesothelzellen mittels eines modifizierten Boydenkammersystems in 
Abhängigkeit von der HGF-Konzentration und dem HGF-Konzentrationsgradienten 
(Mittelwerte von drei voneinander unabhängigen Experimenten mit Mesothelzellen 
differenter Spender) 
 
 
                       apikal 
HGF [ng/ml] 0 25 75 
0    37 ± 4.2    21 ± 3.4**     18 ± 4.4*** 
25    46 ± 6.5*    39 ± 4.0    35 ± 6.3 
ba
sa
l 
75    62 ± 5.4***    35 ± 4.9    39 ± 3.5 
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Auch mittels eines modifizierten Boydenkammersystems ist ein 
konzentrationsabhängiger, migrationsfördernder Effekt des HGF auf Mesothelzellen 
nachweisbar (1. Spalte). Die Checkerboard-Analyse demonstriert, dass dieser Effekt 
nicht von der absoluten HGF-Konzentration (Diagonale), sondern von dem 
Konzentrationsgradienten (1. Zeile / 1. Spalte) abhängig ist. Ein von apikal nach basal 
zunehmender HGF-Konzentrationsgradient (1. Spalte), führt zur Zunahme der 
Migration, während bei Umkehrung dieses Gradienten (1. Zeile) die nach basal 
gerichtete Migration gehemmt wird. Wird die HGF-Konzentration im apikalen und 
basalen Kompartiment im gleichen Umfang erhöht, so dass kein 
Konzentrationsgradient entsteht (Diagonale von links oben nach rechts unten), bleibt 
die Migration unbeeinflusst.  
 
Da das HGF erst nach proteolytischer Konversion von seiner biologisch inaktiven, 
einkettigen Form in das biologisch aktive, zweikettige HGF-Heterodimer überführt 
werden muß, wurde untersucht, ob die von Mesothelzellen gebildeten Serinproteasen u-
PA und t-PA in Zusammenhang mit dem uPAR bzw. PAI-1 bei der HGF-Aktivierung 
eine Rolle spielen. 
 
 
 
Abb. 11: Bedeutung von u-PA, t-PA, PAI-1, u-PAR und EACA für die HGF-vermittelte 
chemotaktische Wirkung humaner Mesothelzellen: 
Stimulation mit HGF jeweils im oberen Boyden-Kammerkompartiment;   
Stimulation mit inhibierenden Antikörpern jeweils im unteren Kompartiment 
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Die chemotaktische Wirkung des HGF erweist sich als signifikant hemmbar durch anti-
u-PA, -uPAR, -PAI-1 und ε-ACA, während die Inhibition des t-PA zu keiner 
signifikanten Hemmung der Chemotaxis führt (s. Abb. 11). Die chemotaktische 
Wirkung des HGF gegenüber Mesothelzellen ist folglich von deren u-PA-, u-PAR- und 
PAI-1-Aktivität abhängig. 
 
 
3.3 Proliferations-Assay 
 
HGF wirkt nicht mitogen auf HOMC 
 
Nachdem eine 24er Wellplatte mit HOMC ausgesät (50.000 Zellen / ml) worden ist, 
erfolgt nach Adhärenz der Zellen ein Serumentzug (RPMI 1640 + 0,1 % HSP; 24 h), 
um sowohl eine Proliferationssteigerung als auch –hemmung zu ermöglichen. 
Nach 24 Stunden erfolgen folgende unterschiedliche Inkubationen (je 500 μl und 
Dreifachansätze):  
    RPMI + 10 % HSP 
    RPMI + 1 % HSP 
    RPMI + 0,5 % HSP 
    RPMI + 0,5 % HSP + 50 ng / ml HGF 
Nach 24stündiger Inkubation erfolgt eine Zellzahlbestimmung mittels eines 
Zellzählgerätes (CASY). 
Dieser Proliferationsversuch dient zur Festlegung der Versuchsbedingungen. 
HSP 0,5 – 10 % ist eine „Positivkontrolle“ um zu zeigen, dass unter den gewählten 
Bedingungen eine Proliferationssteigerung induzierbar und messbar ist. 
Unter diesen Bedingungen führt jedoch HGF (50 ng/ml) zu keiner messbaren 
Steigerung der Proliferation. 
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Abb. 12: Einfluss der Serumkonzentration und der Anwesenheit von HGF auf die 
Proliferation zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
 
 
Man erkennt in Abb. 12, dass höherprozentiges HSP in zeitlicher Abhängigkeit die 
Proliferation steigert und ein Serumentzug die Proliferation vermindert. Um den 
Einfluss von HSP auf die Proliferation gering zu halten, wird Medium mit 0,5 %igem 
HSP als Vergleich genommen. Man erkennt keine Zunahme der Proliferation in 
Anwesenheit von HGF. 
Somit war unter den beschriebenen Bedingungen kein signifikanter Einfluss des HGF 
auf die mesotheliale Proliferation messbar. 
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3.4 c-met-Western Blot 
 
HOMC expremieren c-met 
 
Es ist bekannt, dass HGF, gebildet von Zellen mesenchymaler Differenzierung, Wachstum 
und Wanderung epithelial differenzierter Zellen über den Rezeptor c-met vermittelt. 
In diesem Zusammenhang wurde untersucht, ob humane Mesothelzellen c-met expremieren 
und ob diese durch TNF-α und HGF beeinflussbar ist. 
Mittels Western Blot / Immunoblot erfolgt der Nachweis von immunoreaktivem c-met 
in Proteinlysaten unstimulierter und TNF-α stimulierter Mesothelzellen nach 
elektrophoretischer Auftrennung und Transfer auf eine Nitrocellulosemembran unter 
Verwendung eines polyklonalen c-met-Antikörpers und einem Chemilumineszenz-
Detektionssystem (Tropix). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13: Nachweis von c-met-Expression mittels Western Blot  / Immunoblot unter 
Stimulation mit TNF-α (S=Standard) 
 
Innerhalb der Zelllysate ist mittels Westernblot eine spezifische Markierung einer 
Bande in der erwarteten Größe erkennbar. Die Stimulation mit TNF-α führt nach 6 
Stunden zu einer gesteigerten c-met-Expression, die nach 12 h wieder absinkt. Die 
unterschiedliche Bandenintensität kann aber auch auf unterschiedliche Mengen an 
Proteinlysat zurückzuführen sein. Als Negativkontrolle wurde der Primärantikörper mit 
einem Peptid präinkubiert, was zum Verlust der c-met-Bande führt (nicht dargestellt). 
c-met
+ TNFα
6 h2 h  12 hS
 
205 kD 
116 kD  
 
97  kD   
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3.5 c-met-RT-Polymerasekettenreaktion 
 
Aus unstimulierten und TNF-α stimulierten HOMC erfolgt die RNA-Extraktion, 
cDNA-Synthese und anschließend die Durchführung einer HGF/c-met-spezifischen-
RT-PCR. 
    
                          
 
 
Abb. 14: Nachweis von c-met-Transkription durch RT-PCR und Gelelektrophorese 
 
 
1: 100 bp Längenmaßstab   4: 2 h TNF-α-Stimulierung 
2: Kontrolle (Wasser)    5: 4 h TNF-α-Stimulierung 
3: 0 h TNF-α-Stimulierung   6: 6 h TNF-α-Stimulierung 
 
In Zellextrakten kultivierter Mesothelzellen sind mittels RT-PCR c-met-Transkripte im 
erwarteten Größenbereich nachweisbar. Die Intensität der Amplifikationsprodukte 
nimmt nach Stimulation mit TNF-α (500 U/ml; 2 h) geringfügig zu. 
 
 
 
655 bp 600 bp 
  6 4 3   51        2
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Diskussion 
 
Hepatocyte Growth Factor (Scatter factor) ist ein multifaktorieller Wachstumsfaktor, 
der vielfältige moto-, mito- und morphogenetische Effekte auf Zellen ausübt [23]. 
Diese werden über den HGF-Rezeptor vermittelt, der dem Protoonkogen c-met 
entspricht. 
Ziel dieser Arbeit  war die Darstellung der Wirkung des Hepatocyte Growth Factor auf 
die Migration der Humanen Omentum Majus Zellen (HOMC) sowie des Einflusses auf 
die Mesothelzell-Migration unter Hemmung putativ wirksamer Kofaktoren, speziell 
Elementen des uPA / uPAR-Systems. 
Dazu wurde zunächst die c-met-Transkription bzw. -Expression mittels PCR und 
Western Blot nachgewiesen. Die Reaktion humaner Mesothelzellen auf eine 
Stimulation mit HGF wurde im Sratch-, Migrations- und Proliferations-Assay 
untersucht. 
 
 
4.1 Humane Mesothelzellen expremieren c-met 
 
Mittels RT-PCR sind in Zellextrakten kultivierter Mesothelzellen c-met Transkripte 
nachweisbar. Die Intensität der Amplifikationsprodukte nimmt nach Stimulation mit 
TNF-α (500 U / ml; 2 h) geringfügig zu. 
Neben dem Nachweis auf RNA-Ebene lässt sich c-met auch als Protein mittels 
Immunoblot als eine spezifische Darstellung des c-met Proteins in der erwarteten Größe 
(190 kDa) nachweisen, die im Falle der Stimulation mit HGF an Intensität verliert. Die 
Stimulation mit TNF-α führt nach 6 Stunden zu einer gesteigerten c-met-Expression.  
Humane Mesothelzellen in vitro bilden c-met Transkripte und expremieren das Protein. 
Dieses Ergebnis steht in Einklang mit den bereits publizierten Daten von Harvey, die 
eine c-met-Expression des nicht-neoplastischen Mesothels beschreiben [23]. 
Abweichend hiervon beschreiben Klominek et al. eine c-met-Expression nur im 
Zusammenhang einer neoplastischen Transformation (z.B. Mesotheliomen), während 
nicht neoplastische Mesothelzellen kein c-met zu exprimieren schienen [31, 22]. 
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Der Nachweis an nicht malignen Mesothelzellen blieb bis zur Untersuchung von Warn 
et al. erfolglos, die erstmals den Nachweis des c-met Rezeptors an nicht entarteten 
humanen Mesothelzellen erbrachten [75]. 
In Abhängigkeit von der phänotypischen Eigenschaft weisen Mesotheliome eine c-met- 
bzw. HGF-Expression auf, wobei die HGF-Expression überwiegend in fibroblastoiden 
Mesotheliomen vorkommt [22, 23]. Harvey et al. untersuchten 12 Mesotheliom-
Zelllinien mit epithelioidem und fibroblastoidem Phänotyp. Während für beide 
Phänotypen eine c-met-Rezeptor-Expression gezeigt werden konnte, war eine HGF-
Expression nur für den fibroblastoiden Zelltyp nachweisbar. Es ist durchaus denkbar, 
dass die epitheliale Zelllinie die HGF-Expression in vitro stoppt und dass in vivo durch 
Stimulation von extrazellulären Signalen eine HGF-Expression doch möglich ist [23]. 
Yashiro et al. konnten indirekt nachweisen, dass Mesothelzellen durch Überstände 
peritonealer Fibroblasten in einer HGF-abhängigen Weise zu einer morphologisch 
fassbaren Reaktion stimuliert werden [81]. 
Wenngleich nach Arbeiten von Klominek nicht neoplastische Mesothelzellen kein c-
met zu expremieren schienen, zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse wie auch die 
jüngeren Arbeiten von Harvey, dass Mesothelzellen in vivo und in vitro c-met bilden. 
 
 
4.2 Humane Mesothelzellen reagieren auf HGF motogen, aber 
nicht mitogen 
 
HGF fördert eine konzentrationsabhängige Zunahme der Remesothelialisierung eines 
„verletzten“ Monolayers in vitro und anhand der vorliegenden Ergebnisse ist ein 
migrationsfördernder Effekt des HGF auf Mesothelzellen nachweisbar. 
Die hier vorgestellten in vitro Untersuchungen ergaben, dass HGF einen deutlichen 
motogenen, speziell chemotaktischen Effekt auf Mesothelzellen ausübt, während eine 
Modulation der Proliferation nicht nachweisbar war. 
Die chemotaktische Wirkung des HGF gegenüber Mesothelzellen ist von deren u-PA-, 
u-PAR- und PAI-1-Expression abhängig. In einer Studie von Inyang und Tobelem wird 
postuliert, dass gerade u-PA an der Migration während der Wundheilung entscheidend 
beteiligt sei [43]. 
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Dies wird durch die Daten von Bisgaard et al. unterstrichen. Sie konnten eine erhöhte 
Expression von u-PA und u-PAR unter Stimulation mit HGF während der Regeneration 
von Rattenhepatozyten zeigen. Es scheint, dass die Aktivierung von Pro-HGF zu HGF 
durch u-PA und die vermehrte Sekretion von u-PA unter Stimulation mit HGF 
wechselseitig bedingt sind und sich gegenseitig verstärken [5]. 
Während humane Mesothelzellen auf HGF nicht mitogen reagieren, stellt HGF für 
Hepatozyten in Primärkultur, Endothel- und Epithelzellen, hämatopoetische Zelltypen, 
Melanozyten und Keratinozyten ein potentes Mitogen dar.  
Neben den stimulierenden Effekten hat das HGF auch inhibierende Aktivität auf z.B. 
HepG2-Zellen, hepatozelluläre Karzinomzellen und Melanomzellen [66]. 
In einer Studie untersuchten Warn et al. die Fähigkeit von Mesothelzellen HGF zu 
sekretieren und erforschten seine Effekte als Regulator für die Mesothelzell-Migration 
und –Proliferation. Sie konnten erstmals zeigen, dass humane Mesothelzellen in vitro 
sowohl HGF produzieren als auch den Rezeptor c-met expremieren und dass diese 
Zellen ähnlich wie epitheliale Zellen in Anwesenheit von HGF zur Teilung und 
Migration stimuliert werden können [75]. 
Klominek et al. konnten zeigen, dass HGF über seinen Rezeptor c-met die Chemotaxis, 
Migration und das Wachstum von malignen Mesotheliomzellen stimuliert. Dieser 
Effekt konnte mit Hilfe von neutralisierenden monoklonalen HGF-Antikörpern 
blockiert werden. HGF / c-met-Expression ist nicht nur wichtig für die Progression 
eines Mesothelioms, für sein Wachstum und Migration, sondern trägt auch 
diagnostische Wichtigkeit für Patienten mit einem Mesotheliom. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass HGF in vitro eine motogene Wirkung auf 
Mesothelzellen hat und in Abhängigkeit vom Zelltyp einen proliferationsfördernden 
und proliferationshemmenden Einfluss haben kann. Insbesondere auf Epithel- und 
Gefäßendothelzellen und Melanozyten wirkt HGF mitogen [54]. Unsere 
Untersuchungen, in welcher Weise eine HGF-Stimulation das Proliferationsverhalten 
humaner Mesothelzellen beeinflusst, konnten keinen proliferativen Effekt des HGF 
zeigen.  
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4.3 HGF/c-met sind an der Wundheilung der Serosa beteiligt 
 
HGF wird als inaktives Einzelketten-Pro-Peptid überwiegend von Zellen 
mesenchymaler Herkunft (z.B. Fibroblasten) sezerniert, welches von einer 
extrazellulären Serum-Serin-Protease geschnitten wird. Sein Rezeptor für zelluläre 
Reaktionen, c-met, wird überwiegend von Zellen epithelialer Differenzierung gebildet. 
Das c-met/HGF-System ist somit an der Mesenchym-Epithel-Interaktion beteiligt. 
Das c-met/HGF-System spielt für eine Vielzahl neoplastischer und regenerativer 
Prozesse eine wichtige Rolle. HGF induziert an verletzten bzw. entzündeten Stellen des 
Mesothels vermehrt Kollagensynthese, was den Heilungsprozeß insbesondere der 
serösen Häute erleichtert [49]. 
Rampino et al. untersuchten, ob HGF während einer Peritonitis produziert wird und 
Einfluss auf Mesothelzellen hat. Dabei konnte man bei Patienten mit einer Peritonitis  
im Serum und Peritonealflüssigkeit signifikant höhere HGF-Konzentrationen messen 
als bei Patienten ohne Peritonitis. Das bei Peritonitis vermehrt freigesetzte HGF 
induziert eine morphologische Veränderung des Mesothelzell-Phänotypes von der 
epitheloiden in die fibroblastoide Form und kann so über eine Kollagen-Typ I- und III-
Synthese zu einer Peritonealfibrose führen [49, 75]. 
Die Reaktion des Mesothels auf eine Verletzung ist relativ uniform [14]. Das 
Peritoneum besteht aus einer einlagigen Zellschicht aus Mesothelzellen und dem 
darunterliegenden Gewebe aus extrazellulären Matrixproteinen. Am 2. und 3. Tag nach 
einer peritonealen Verletzung ist die Basalmembran noch nicht vollständig 
rekonstruiert, aber primitive Mesenchymzellen, die proliferierenden Fibroblasten stark 
ähnlich sind, und auch Ansammlungen von bereits reifen Mesothelzellen sind auf dem 
Wundgrund nachweisbar [48]. Spätenstens nach 7 Tagen ist die Wunde vollständig  mit 
Mesothelzellen geschlossen [21]. 
Abdominalchirurgische Eingriffe führen zur Erhöhung der intraperitonealen HGF-
Konzentration mit einem Maximum am ersten postoperativen Tag. Je schwerer das 
operative Trauma und je höher die IL-6-Konzentration ist, desto höhere Werte weist die 
HGF-Konzentration auf [29]. 
Whitaker und Papadimitriou stellen ein Modell der peritonealen Wundheilung vor: 
nach ihnen erfolgt die Remesothelialisierung eines Defektes durch die Interaktion 
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zwischen Fibroblasten und Mesothelzellen. Im Rahmen eines peritonealen Traumas 
kommt es zur fibrinösen Adhärenz der beiden serösen Blätter. 
Nach unseren in vitro Ergebnissen ließe sich folgendes Modell diskutieren: Subserös 
gelegene Fibroblasten sezernieren pro-HGF und bewirken im Bereich der gesunden 
Serosa die Dissoziation, Proliferation von Mesothelzellen und deren Migration in 
Richtung des Defektes, den sie konsekutiv decken. Die Serosaflüssigkeit übernimmt 
möglicherweise die Funktion eines Transportmediums zwischen dem unmittelbaren 
Wundbereich und dem Herkunftsort abdeckender Mesothelzellen (insbesondere der 
gegenüberliegenden Serosafläche). 
Unter dieser Vorstellung erweist sich HGF nach unseren Untersuchungen als motogen 
und chemotaktisch auf humane Mesothelzellen. Durch Induktion der Migration 
humaner Mesothelzellen in Richtung der verletzten Serosa ist das HGF/c-met-System 
möglicherweise an der Wundheilung der Serosa beteiligt. 
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Abb. 15: Theorie der Wundheilung an der Serosa 
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Zusammenfassung 
 
Fibröse Adhäsionen sind eine häufige und klinische relevante Komplikation nach 
Entzündungen oder Verletzungen der Serosa. 
In der vorgelegten Arbeit wird untersucht, ob humane Mesothelzellen in vitro c-met 
expremieren und gegenüber einer Stimulation mit rekombinantem HGF empfindlich 
sind. 
Mittels RT-PCR und Western Blot konnte die c-met-Rezeptor-Expression humaner 
Mesothelzellen nachgewiesen werden. 
 Es konnte gezeigt werden, dass mit HGF stimulierte Mesothelzellen eine „in vitro 
Wunde“ rascher besiedeln  als Zellen ohne HGF-Stimulation.  
Mittels eines modifizierten Boyden-Kammersystems ist ein konzentrationsabhängiger, 
chemotaktischer Effekt des HGF auf Mesothelzellen nachgewiesen worden.  
Da die Aktivierung von Plasmin entscheidend für die Migration von Zellen zu sein 
scheint, stellte sich die Frage, ob diese HGF vermittelte Mesothelzellmigration durch 
Inhibition des t-PA, u-PA, uPAR, PAI-1 beeinfflussbar ist. 
 
Zusammenfassend kann unter Berücksichtigung der eigenen Ergebnisse und der 
Fachliteratur angenommen werden, dass das c-met / HGF-System an der entzündlich 
reparativen Reaktion der Serosa beteiligt ist, wobei möglicherweise von 
submesothelialen Fibroblasten freigesetztes (pro)HGF die Remesothelialisierung einer 
peritonealen Wunde fördert. 
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Anhang 
 
7.1 Abkürzungen 
 
Abb.   Abbildung 
ε-ACA  Aminocapronsäure 
BSA   Bovines Serum Albumin 
bzw.   beziehungsweise 
ca.   circa 
cDNA   copy Desoxyribonukleinsäure 
D   Dalton 
d.h.   das heißt 
dATP   Desoxyadenosin 
dCTP   Desoxycytosin 
dGTP   Desoxyguanosin 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxynukleotid 
dTTP   Desoxythymidin 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA   Enzyme linked immunosorbent assay 
et al.   und andere 
etc.   und so weiter 
g   Gramm 
ggf.   gegebenenfalls 
Hg   Quecksilber 
HGF   Hepatocyte growth factor 
HOMC  Humane Omentum Majuszellen 
HSP   Humanes Serumprotein 
HWZ   Halbwertszeit 
IL   Interleukin 
kDa   Kilo-Dalton 
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kg   Kilogramm 
m   Milli 
mm   Millimeter 
MG   Molekulargewicht 
N   Nano 
ng   Nanogramm 
PAI   Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 
PBS   phosphate buffered saline 
PCR   Polymerasekettenreaktion 
RNA   Ribonukleinsäure 
RPMI   Zellkulturmedium 
RT   Raumtemperatur 
rt-PA   rekombinantes t-PA 
RT-PCR  Reverse Transkription-PCR 
sog.   sogenannt 
syn.   Synonym 
T25   Zellkulturflasche mit 25 Quadratzentimeter Grundfläche 
T75   Zellkulturflasche mit 75 Quadratzentimeter Grundfläche 
Tab.   Tabelle 
TGF   transforming growth factor 
TNF   Tumornekrosefaktor 
t-PA   tissue-type-Plasminogen-Aktivator 
U   Unit / Einheit 
u.a.   unter anderem 
uPA   urokinase type plasminogen activator 
usw.   und so weiter 
z.B.   zum Beispiel 
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7.2 Materialien 
 
7.2.1 Geräte 
 
Inkubator (Typ BB 6220) Heraeus / Kendro Laboratory 
Products GmbH, Düsseldorf, 
Deutschland 
CASY 1 (Zellzählgerät)    Schärfer System, Reutlingen, 
       Deutschland 
ELISA-Reader     Molecular Devices 
Spectra Max 360, Sunnyvale, 
Kalifornien 
Eppendorfzentrifuge 5415C (Rotor: UE001) Eppendorf, Köln, Deutschland 
Reinraumwerkbank, Hera safe Heraeus / Kendro Laboratory 
Products GmbH, Düsseldorf, 
Deutschland 
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25  Zeiss, Jena, Deutschland 
Schüttler MTS4     IKA-Werke, Staufen, Deutschland 
Thermocycler      Biometra, Göttingen, Deutschland 
Vortex MS2 Minishaker    IKA-Werke, Staufen, Deutschland 
Wasserbad      GFL, Burgwedel, Deutschland 
 
 
7.2.2 Verbrauchsmaterial 
 
Deckgläser      Menzel-Gläser, Deutschland 
Eppendorfreaktionsgefäße 1,5 ml + 2 ml  Eppendorf, Köln, Deutschland  
Falcon Röhrchen (15 bzw. 50 ml) Becton Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland 
Filterpapier, 3 MM     Whatman International Ltd.,  
       Maidstone, England 
Gewebekulturflaschen (T75, T25)   Greiner GmbH, Frickenhausen, 
       Deutschland 
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Multiwell Kulturplatten (12er) Becton Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland  
Nitrocellulosemembran    Amersham Pharmacia Biotech, UK, 
       England 
PCR-Tubes, 0,5 ml, gemischte Farben  Biozym Diagnostik, Hessisches 
       Oldendorf, Deutschland 
Pipettenspitzen     Eppendorf, Köln, Deutschland 
Probenbecher für CASY 1 Schäfer System, Reutlingen, 
Deutschland 
QiaShredder      Qiagen, Hilden, Deutschland 
Skalpell zum Einmalgebrauch   PFM, Köln, Deutschland 
Transwell (Mentra, 12 µm)    Costar, Vitaris AG, Baar, Schweiz 
Zentrifugenröhrchen     Greiner GmbH, Frickenhausen, 
       Deutschland 
 
 
7.2.3 Gebrauchschemikalien 
 
Acetat-Gel      NuPAGE, Karlsruhe, Deutschland 
Agarose      BioProducts, Maine, USA 
ε-ACA      Sigma, Steinheim, Deutschland 
BSA       Sigma, Steinheim, Deutschland 
CASYTON Schäfer System, Reutlingen, 
Deutschland    
DMSO      Merck, Darmstadt, Deutschland 
EDTA       Sigma, Steinheim, Deutschland 
Ethidiumbromid     Sigma, Steinheim, Deutschland 
Gelatine, 0,2%     Sigma, Steinheim, Deutschland 
Hemacolor (Färbelösungen) Merck KgaA, Darmstadt, 
Deutschland 
HGF (25 ng / μl)     Calbiochem, San Diego, USA 
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i-Block      Invitrogen 
life technologies, Karlsruhe, 
Deutschland 
Lysispuffer PharMingen International, 
Hamburg, Deutschland 
ß-Mercaptoethanol     Sigma, Steinheim, Deutschland 
PBS       GIBCO BRL, Schottland 
Lauf-Puffer      NuPAGE, Karlsruhe, Deutschland 
Proben-Puffer      NuPAGE, Karlsruhe, Deutschland 
Transfer-Puffer     NuPAGE, Karlsruhe, Deutschland 
Tris-HCL      Sigma, Steinheim, Deutschland 
Trypsin/EDTA     Sigma, Steinheim, Deutschland 
Zytokine (IL-1ß, TNF-α) Sigma, Steinheim bzw. Boehringer 
Mannheim, Deutschland 
 
 
7.2.4 Molekularbiologische Chemikalien 
 
BCA, Protein Essay Reagenz    Pierce, Rockford/USA 
DNase I      Roche, Mannheim, Deutschland 
10 x Puffer + Magnesium    Roche, Mannheim, Deutschland 
6 x Loading Dye Solution, 1 ml   MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
First-Strand cDNA Synthesis Kit   Amersham Pharmacia Biotech, UK, 
       England 
Insect Cell Lysis Buffer    BD Biosciences 
       Pharmingen, Heidelberg, BRD 
Marker DNA 100 bp Leiter, 0,1 μg/μl  GIBCO BRL, Schottland 
PCR Nukleotid Mix (10 mM jedes dNTP)  Roche, Mannheim, Deutschland 
RNEasy Kit      Qiagen, Hilden 
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7.2.5 Enzyme 
 
Taq DNA Polymerase, 5 U / μl   Roche, Mannheim, Deutschland 
 
 
7.2.6 Antikörper 
 
AVIDx-AP-Streptavidin-Antikörper   TROPIX, Bedford, USA 
Primärantikörper (c-met-Antikörper) Santa Cruz Biotechnology, 
Kalifornien/USA 
Sekundärantikörper (biotinyliert, 
Ziege-Anti-Kaninchen)    DAKO, Dänemark 
Anti-PAI-1, Anti-uPAR, Anti-uPA, Anti-tPA American Diagnostic Inc, 
Greenwich, USA 
 
 
7.2.7 Primer 
 
Sämtliche Reagenzien für die PCR wurden von der Firma Boehringer Mannheim, 
Roche und MBI Fermentas zur Verfügung gestellt. 
Folgende Primer mit entsprechenden Sequenzen wurden verwendet: 
 
c-met (NM000245) [60] 
forward (nt 1398-1423 (60)): 5´-AGAAATTCATCAGGCTGTGAAGCGCG-3´ 
reverse (nt 1814-1838 (60)): 5´-TTCCTCCGATCGCACACATTTGTCG-3´ 
 
Housekeeping-Gene: 
β-Actin (PCR-Produkt von  490 bp (42)) 
5´ primer: CAT GCC ATC CTG CGT CTG GAC 
3´ primer: CAC GGA GTA CTT GCG CTC AGG 
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PCR-Bedingungen: 1. Trennung der in der Probe vorhandenen, doppelsträngigen           
DNA durch Erwärmung (95 Grad Celsius, 45 Sekunden); 
 
 2. Anlagerung der Primer durch Abkühlung (60 Grad Celsius, 45 
Sekunden) 
 
 3. Synthese des Komplementärstranges (72 Grad Celsius, 2 
Minuten) 
 
 4. Inkubation für 10 Minuten bei 72 Grad Celsius. 
 
Bei der β-Actin-PCR werden die Schritte 1.-3. 35 mal wiederholt. 
 
 
7.2.8 Zellkulturmedien 
 
Standardmedium zur Kultivierung humaner Mesothelzellen: 
RPMI-1640   Firma Sigma (Nr. SI-R0883) 
    Natriumbicarbonat, L-Glutamin (2 mM), 
    Penicillin (80 Units / ml Medium), 
Streptomycin (80 μg / ml Medium) supplementiert 
    + 10 % bzw. 1 % HSP (von gesunden Spendern) 
    Sterilfiltration mit Porengröße von 0,2 μm 
 
HEPES-Stammlösung 8 g NaCL 
(pH 7.55)   1.5 g KCL 
    11.9 g HEPES 
    10 g Glucose 
    ad 500 ml Aqua. Bidest. 
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7.2.9 Zellen / Gewebe 
 
Mesothelzellen  Institut für Pathologie 
Omentum majus  Chirurgische Abteilung, RWTH-Aachen 
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